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EFEITO DO ALOPURINOL E TERAPIA COM OXIGENIO HIPERBARICO EM
MODEL O DE REIMPLANTE DE MEMBRO APOS ISQUEMIA QUENTE EM RATOS

EFFECT OF ALLOPURINOL AND HYPERBARIC OXYGEN THERAPY IN A LIMB
REPLANTATION MODEL AFTER WARM ISCHEMIA IN RATS

M ar celo Sacramento Cunha, TCBC-BA?; José CarlosFaesda Silva?;
Hugo Nakamoto® Danidle Tiemi Simao*; MarcusCastroFerreira, ECBC-SP®

RESUMO: Objetivo: A isquemia prolongada leva a ateraces na microcirculagdo tecidual e liberacdo de radicais livres do oxigénio
conhecidas como fendmeno de ndo reperfusdo. Foi testado um modelo experimental de reimplante de membro apds isguemia quente
e os efeitos do farmaco alopurinol e da terapia com oxigénio hiperbarico. M étodo: Foram realizadas amputagdes com preservacéo
dos vasos e nervos dos membros posteriores direitos em 95 ratos. Os grupos modelos M1, M2, M3, M4 e M5 foram submetidos a
isquemia quente de O, 2, 4, 6 e 8 horas. As taxas de viabilidade dos membros isquémicos ap0s sete dias de avaliagdo foram 100%, 80%,
63,6%, 50% e 20%. Os grupos experimentais E1 e E2 foram tratados, respectivamente, com alopurinol e terapia com oxigénio
hiperbérico apds isquemia de 6 horas. As taxas de viabilidade foram 70% e 30%. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo
teste do Qui-quadrado. Resultados: Os grupos M1, M2, M3, M4 e M5 foram estatisticamente diferentes entre si exceto os grupos
M3 e M4. E1 resultou em uma viabilidade de membros maior que M4 e E2 resultou em uma viabilidade de membros menor que
M4(resultados estatisticamente significantes). Conclusdes: Os resultados sugerem que a administragado do alopurinol apds isquemia
do membro por 6 horas aumenta a taxa de viabilidade dos membros isquémicos, e a terapia com oxigénio hiperbarico diminuiu a

viabilidade dos membros isquémicos (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(2): 64-68).

Descritores: Ratos Wistar; Reimplante; Isquemia; Reperfusdo; Alopurinol; Oxigénio.

INTRODUCAO

A viabilidade e resultado funcional final dos
reimplantes de membro dependem da prevencéo de efeitos
deletérios daandxia. Ostecidosdo membro aser reimplantado
tém diferentes resisténcias diante da anéxia. O musculo
esquelético é menos tolerante & isquemia e suas
consequéncias anatdbmicas, metabdlicas e fisiopatol bgicas
foram bem estudadas*. A busca da melhor viabilidade dos
membros levou diversos autores a desenvolverem véarios mo-
del os de perfusdo de membro com farmacos anticoagulantese
hipotermia?.

Além da paténciadas anastomoses vascul ares, acir-
culacdo distal e periféricaéigua menteimportante paraavia-
bilidade de membros reimplantados. A isquemialevaaobstru-
¢&o do fluxo sanguineo para tecidos periféricos, o que € co-
nhecido como fendmeno de néo reperfusdo. Esta obstrucéo
tem carater progressivo com formacédo de trombos na
microcirculacdo, agregacao plaquetdria, edemacelular eedema
tecidual. A progressao deste fendmeno levaairreversibilidade
das lesdes einviabilidade do membro®.

Osradicaislivres do oxigénio tém importante papel
na patogénese da lesdo tecidual apds isquemia e reperfusdo.
Resultados promi ssores foram obtidos com o uso de agentes
antioxidantes em diferentes tecidos isquémicos. Estes resul -

tados sugerem um beneficio na prevencao dos efeitos da
isquemiatecidual >®.

A terapiacom oxigénio hiperbarico tem sido indicada
paratratamento deumasérie de situagBesclinicas. A utilizagdo
daterapia com oxigénio hiperbéarico em retalhos isquémicos,
enxertos compostos e na preservacdo de membros antes do
reimplante foram estudadas, com resultados conflitantes para
retalhos isquémicos e muito animadores para enxertos com-
postos e preservacdo de membros isgquémicos®1,

Existem varias evidéncias que apontam o efeito be-
néfico de farmacos antioxidantes e terapia com oxigénio
hiperbérico em situagdes deisquemia, porém faltam trabalhos
conclusivos paraque estesfarmacos e aterapiacom oxigénio
hiperbérico sgjam utilizados napréticaclinicadosreimplantes.

O presente trabalho pretende testar um modelo de
reimplante de membro apds isquemia quente em ratos e 0
efeito daadministragdo do farmaco antioxidante alopurinol e
daterapiacom oxigénio hiperbarico neste model o.

METODO

Foram utilizados 95 ratos Wistar machos com peso
variando entre 290 e 400g. Os animais foram mantidos em
biotério, acondicionados em gaiolasindividuais, alimentados
comragdo (Nuvilab CR1—Nuvital NutrientesLTDA.) eagua
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Figura 1 - Membro posterior amputado, preservando-se o feixe
vasculo-nervoso; Posicionamento do clampe vascular nos vasos
femorais.

filtradaad libitum, periodo claro/escuro de 12/12 horas e tem-
peraturaambientede 23° C.

Os animais foram anestesiados com administragdo
intraperitonial de tiopental sddico (50mg/Kg) efoi realizada
incisdo vertical em regido inguinal direitacom disseccdo sob
microscopio cirurgico do feixe vasculo-nervoso femoral . Rea-
lizou-se incisdo circular na por¢do média da coxaem toda a
circunferénciadapel e e muscul atura, mantendo o nervo ciético
integro*2. Apds hemostasia com eletrocautério foi realizadaa
osteotomiado fémur em terco médio com serramanual, man-
tendo o feixe vésculo-nervoso protegido por pequeno seg-
mento de latex. Procedeu-se a sintese dssea com fixagdo
intramedular do fémur com segmento de2cm deagulha30X7 e
colainstantaneade éster de cianoacrilato. Realizou-se asinte-
sedamusculaturae o clipe microvascular foi posicionado nos
vasos femorais antes da emergéncia dos vasos epigastricos
superficiais caudais, evitando ainclusdo do nervo femoral. A
interrupcéo dos fluxos arterial e venoso dos vasos femorais
foi assegurada através do teste de enchimento negativo. Apds
asintesedapelefoi realizadareposi¢do volémica (50ml/Kg de
solucéo fisiol 6gica0,9% viasubcuténea) (Figural).

Os animaisforam submetidos atempos de isquemia
guente (temperatura ambiente 25°C) a partir do pingamento
dos vasos. Apés o periodo de isquemia, os ratos foram
anestesiados (tiopental 10mg/K g viaintraperitonia), umain-
cisdo vertical em regido inguinal esquerdafoi realizada com
dissec¢do dos vasos femorais e canulagé@o (agulha 29G) da
vela epigastrica superficial cauda com injecdo de solugBes
(soro fisiolégico ou aopurinol) com volume total de 1ml. A
suturavertical do membro posterior direito foi abertaeo clipe
vascular retirado. A paténciados vasos femorais e aauséncia
de trombos foram ratificadas (teste de enchimento positivo).
Procedeu-se entdo a sintese da pel e dasincisdes e o acondici-
onados dos animais em gaiolasindividuais.

Os animais foram divididos em grupos modelos e
experimentais. Os cinco grupos modelos, com 10 a 11 ratos
cada, foram submetidos atemposdeisquemiade0, 2,4,6e8
horas. O grupo modelo 4 (M4) foi utilizado como controle dos
gruposexperimentais (Tabelal).

Osanimaisdo grupo experimental 1 (E1) receberama
administracdo intravenosa de solugéo de aopurinol 45 mg/
Kg® (Allopurinol® - Sigma-Aldrich), imediatamente antes ao
inicio dareperfusdo do membro.

Osanimaisdo grupo experimental 2 (E2) foram sub-
metidosaterapiacom oxigénio hiperbérico(TOH). Foram rea
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lizadas sei s sessBes de 30 minutos com oxigénio a100% a 2,5
ATM, periodos de compressao e descompressdo de 5 minu-
tos e intervalos de 12 horas entre as sessdes, em cdmara
hiperbaricamodel o Seecrhist em até 1 horaapts areperfusio®
(Tabela?2).

Os animais foram excluidos do estudo quando evo-
luiram para ébito durante o procedimento cirdrgico (novera-
tos), ou antes, do sétimo dia de p6s-operatério (oito ratos),
trombose arterial ap0s retirada do clipe vascular (trés ratos),
trombose venosa apés retirada do clipe vascular (dois ratos),
clipe vascular ndo funcionante (um rato) e extravasamento na
injecdo de drogas (um rato).

Os animais foram observados diariamente por um
periodo de sete dias. A viabilidade dos membros foi determi-
nada através de exame clinico e osmembrosforam classifica-
dos como membros viaveis quando havia sobrevivénciatotal
do membro ou sobrevivénciatotal e presenca de necrose par-
cial apenasde pele préximo asuturacom presencade misculo
vidvel subjacente e crescimento de pelos, ou membros ndo
viéveis pelanecrose total do membro.

Osresultadosforam transformados em porcentagem
de viabilidade do membro por grupo, comparados entre si e
analisados estatisticamente pelo teste do Qui-quadrado com
nivel designificanciaadotado de 5% (p< 0,05).

RESULTADOS

O grupo M1foi submetido a0 horadeisquemiaefoi
observado 100%(10/10) de viabilidade dos membros. O grupo
M2 evoluiu com umataxade viabilidade dos membros de 80%
(8/10), o grupo M3 evoluiu com 63,6%(7/11) de viabilidade
dosmembros, o grupo M4 evoluiu com 50%(5/10) deviabili-
dade dos membros e o grupo M5 evoluiu com 20%(2/10) de
viabilidade dos membros. OsgruposM1eM2, M2eM3, M3
eM5, M4 e M5 foram diferentes estatisticamente com p<0,05.
Os grupos M3 e M4 ndo foram diferentes estatisticamente
(Gréficol).

Tabela 1 — Grupos Model os. Tempos deisquemia que foram subme-
tidos os grupos e nimero de animais por grupo.

GruposModelos Tempo deisquemia  No. de animais
M1 Oh 10
M2 2h 10
M3 4h 11
M4 6h 10
M5 8h 10

Tabela 2 — Grupos Experimentais. Nimero de animais por grupo e
tratamento utilizado ap6sisguemia de 6 horas.

Grupos Experimentais  Tempo de N°de Tratamento
(GE) isquemia  animais
GE1 6h 10 Alopurinol
GE2 6h 10 TOH"

* Terapia com oxigénio hiperbarico.



Cunha et al.

Efeito do Alopurinol e Terapia com Oxigénio Hiperbarico

Rev. Col. Bras. Cir.

100,
&0
60 1
40+
204

0

)

Taxa de sobrevida

Gréfico 1 - Taxa de viabilidade dos membros reimplantados apos
sete dias nos grupos model os;

M1 -0 horasdeisquemia, M2 — 2 horas de isquemia, M3 —4 horas
deisquemia, M4 — 6 horas deisquemia, M5 — 6 horas de isquemia.
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Gréfico 2 - Taxa de viabilidade dos membros reimplantados apos
setediasnosgrupos. M1 - semisquemia (0 horasdeisquemia), M4
- grupo controle (6 horasdeisguemia), E1 -tratamento comal opurinol
apo6s isquemia de 6 horas, E2 - Terapia com oxigénio hiperbarico
apo6s isgquemia de 6 horas. (todos os grupos diferentes estatistica-
mente p<0,05)

M

O grupo E1(alopurinol) evoluiu com taxade viabili-
dade dos membros de 70%(7/10) e foi diferente estatistica-
mente dos grupos M1, M4, M5 (p<0,05). N&o foi observada
diferenca estatistica entre os grupos E1 e M2, E1 e M3. O
grupo E2(camarahiperbarica) evoluiu com taxadeviabilidade
dos membros de 30%(3/10) e foi diferente estatisticamente
dosgruposM1, M2, M3, M4 (p<0,05). Ndofoi diferente esta-
tisticamente do grupo M5 (Gréfico 2).

N&o foi observadaautofagiaem nenhum membro vi-
avel, porém foi observada na maioria dos membros ndo vi&
veis. A autofagia ocorreu apartir do 4° dia de pos-operatério
apos a necrose total do membro.

DISCUSSAO

Varias causas para o fenémeno de ndo reperfusdo
tém sido propostas. Ames et al*®* em 1968 foram os primeiros
autores a descreverem o fendmeno de ndo reperfusdo, obser-
vando éreas de ndo reperfusdo cerebral e atribuiram estas ére-
as a obstrucéo arterial secundaria a edema de células
endoteliais. Miller et al** observaram que “shunts’ arterio-
venosos ocorriam em extremi dades rei mplantadas eisto pode-
ria contribuir para areas de pouca perfusdo, além da estase,
perda de fluido intravascular, meio &cido e exposicéo do
col&geno da subintima que poderiam levar atrombose apds o
reimplante'>'’. Multiplos fatores responsaveis pelo fendbme-
no da ndo reperfusdo foram agrupados em trés grupos:
isquemia, lesdo da intima vascular e respostas sistémicas e
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locais'®. Estatriade danéo reperfusdo interage entre si levan-
do aalteractes histol 6gicas e metabdli cas namicrocircul agao:
constricc8o de arteriolas, edema endotelial e leucocitario,
estase regional, adesdo e migragdo de leucdcitos, hemorragia
focal, agregacéo plaquetéria, producdo de radicais livres do
oxigénio e acidose 3%°,

V&rios model ostém sido utilizados e desenvolvidos
para estudo deste fenémeno. Membros posteriores de gatos
submetidos a isquemia de 6 horas por torniquete evoluiram
para necrose em 33% e 100% quando submetidos a periodos
maioresdeisquemia’.

Zdeblick et al® em 1985, estudaram o reimplante de
membros posteriores de ratos apos tempos deisquemiavaria
dose observaram que aviabilidade do membro apdsaisquemia
era do tipo tudo ou nada?®?. Apos 2 e 3 horas de isquemia a
viabilidade foi de 100%, ap0s 4 horas foi de 50% e apds 6
horas foi de 20%. Os membros eram submetidos a isquemia
guente de 5 horas e ataxa de viabilidade dos membrosfoi de
50%. Concannon et al'2 em 1991 obtiveram taxade viabilidade
de 30% em membros posteriores de ratos submetidos a
isquemiaquente de 6 horas e estaresposta erado tipo tudo ou
nada. Yokoyama et al?? em 2000 estudaram modelos de
reimplante de membro isquémico eisquemiamuscul ar isolada
e propuseram estes model os para estudo daformacdo deradi-
cais livres ap6s reperfusdo. Olivas et al? em 2001 estudou
isquemiado musculo creméster de ratos e observou que 7 €8
horas de isgquemia é o tempo limite para reversibilidade das
lesbes por isquemia e reperfusdo em musculos.

O presente trabal ho testou um model o de reimplante
demembro posterior de ratos aposisquemiaquente paraestu-
dar isqguemiaereperfusdo. A manutencéo do pedicul o vascular
evitou anastomoses microvasculares e umanovavaridvel para
0 estudo da isquemia. A manutenc@o dos nervos evitou a
perda de sensibilidade e autofagia do membro, ndo sendo
observado nenhum caso de autofagia nos membros viaveis.

Os radicais superdxido e hidroxila, metabdlitos
reativos do oxigénio sdo formados em situagBes deisquemiae
reperfusdo e podem causar lesdo namembranacelular direta-
mente através da peroxidacdo lipidica ou através da degrada-
¢ao do colédgeno intracelular. Estes radicais livres derivados
do oxigénio podem desempenhar um importante papel na
etiologiamicrovascular do fendmeno da ndo reperfusdo atra-
vésdal citotoxicadireta no endotélio vascular®,

O aopurinol atua como inibidor da enzima xantina
oxidase, que exerceimportante papel naformagao deradicais
livres durante a reperfusdo, néo permitindo a conversio das
hipoxantinas derivadas do ATPem &cido Urico, reagdo onde o
O, étransformadoem O,-°.

Os efeitos benéficos do alopurinol e outros agentes
antioxidantes foram bem documentados em modelos de
isquemia e reperfusdo de retalhos féciocuténeos em ratos e
porcos>#?7, Emisguemiade membrosfoi observadaumataxa
deviabilidade de 60% em membrosisquémicos deratos por 6
horas e administragdo de alopurinol??, e observada reducdo
na presséo compartimental de membros amputados em ratos
com isquemia de tempos variados e administracéo de
alopurinol?. Ablove et al® rel ataram mel horanataxade viabi-
lidade de membros isquémicos amputados de ratos apds uso
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da superdxido dismutase e melhora na paténcia vascular e
sobrevivéncia de células muscul ares e Gsseas apos um mode-
lo de reimplante isquémico e administracdo de superoxido
dismutase.

No presente estudo, o grupo E1 foi tratado com
alopurinal intravenoso nadose de 45mg/K g'2. A taxadeviabi-
lidade dosmembrosno grupo E1 de 70% foi significativamen-
te maior que do M4, sugerindo uma melhora na viabilidade
dos membrosisquémicos com utilizacdo do alopurinol. A taxa
deviabilidade dosmembrosde E1 foi significativamente maior
gueado grupo M5 e significativamente menor que ado grupo
M1, porém ndo foi diferente da taxa de sobrevivéncia dos
grupos M2 e M3. Este dado sugere que os membros com
isquemia de 6 horas e que receberam aopurinol evoluiram
com taxade viabilidade semel hante aos membros submetidos
aisquemiade 2 e4 horas.

Existem varias hipbteses para 0 mecanismo de agdo
daterapiacom oxigénio hiperbérico™, sendo aprincipal, aneo-
formagéo capilar no tecido isquémicao®’. A proliferacdo de ca-
pilares no retalho observado através de microangiografiapode
ser efeito secundério a vasoconstricgdo® promovida pelo oxi-
génio hiperbérico. Outro mecanismo de agdo seria consequ-
éncia do seqliestro de neutrdéfilos para o tecido pulmonar, ja
gue estas células sdo conhecidas fonte de radicais livres do
oxigénio e atuam como mediadores de eventos biol dgicosres-
ponsaveis pela lesdo tecidual durante a reperfusdo 78°.

Alguns estudos experimentais demonstraram mel ho-
ra na sobrevivéncia de retalhos cutaneos isguémicos?, en-
guanto outros ndo obtiveram resultados positivos namelhora
da sobrevida de retal hos isquémicos.®

No presente estudo foram utilizadas seis sessbes de
terapia com oxigénio hiperbarico nas primeiras 72 horas do
periodo pds-operatdrio, com intervalo de 12 horas entre as
sessdes®. A taxade viabilidade dos membrosisquémicos por 6
horas e que foram submetidos a terapia com oxigénio
hiperbérico (E2) foi de 30%. Estataxafoi significativamente

menor que ataxaencontradaparao M4. Esteresultado sugere
uma piora na taxa de viabilidade dos membros isquémicos
apos aterapiacom o oxigénio hiperbarico. A taxade viabilida-
de do grupo E2 também foi significativamente menor que as
taxas dos grupos M1, M2 e M3, porém ndo foi diferente da
taxado M5. Este resultado sugere que os membros submeti-
dosaisguemiade 6 horas e terapia com oxigénio hiperbarico
evoluiram com taxa de viabilidade semelhante aos membros
submetidos a 8 horas de isgquemia.

O resultado obtido, talvez se deva a grande quanti-
dade de musculo isquémico presente no modelo proposto,
gue napresencado oxigénio hiperbérico e conseglientemente
vasoconstriccdo daartériafemoral por maior disponibilidade
do O,, resultaem maior isquemiamuscular eliberacdo deradi-
caislivres do oxigénio. O mesmo provavelmente ndo ocorre
em estudos que utilizaram retal hos cutaneos e por ndo possu-
irem muscul o, suportaram um periodo i squémico maior ecom
efeitos menos intensos na reperfusdo.

O model o dereimplante de membro em ratos ap6s
isguemia quente proposto se presta a estudos de isquemia e
reperfusdo com resposta do tipo tudo ou nada, é smples e
com baixos indices de complicacédo e mortalidade, apresentan-
do uma curva de viabilidade dos membros apds tempos pro-
gressivamente maioresdeisguemia. O tempo deisquemiade 6
horas, escolhido como control e dos grupos experimentais por
apresentar umaviabilidade de 50% dos membros, se mostrou
adequado para avaliagdo de efeitos positivos e negativos das
terapias posteriormente aplicadas.

A terapiacom o farmaco aopurinol apés 6 horas de
isguemia, apresentou umamelhoranataxade viabilidade dos
membrosisquémicos de 50% para 70%, demonstrando um efei-
to positivo nestasituaco. Jaaterapiacom oxigénio hiperbarico
nas mesmas condi¢des, levou aumapioranataxadeviabilida-
de dos membros isquémicos de 50% para 30%, mostrando
uma evolucdo negativa dos membros reimplantados apds
isquemiade 6 horas.

ABSTRACT

Background: Prolonged ischemia leads to alterations in tissue microcirculation and oxygen free radicals production. This
event iscalled no reflow phenomenon and itsmanagement isa challenge to the surgeon dealing with replantation. It wastested
areplantation model after warmischemiain ratsand the effectiveness of allopurinol and hyperbaric oxigen therapy. Methods:
Amputation with preservation of vessel s and nerves of the right hind limb was proceeded in 95 rats. The groups M1, M2, M3,
M4 and M5 were submitted to 0, 2, 4, 6 and 8 hour s of ischemia. The limbs wer e observed for seven days and the survival limb
ratesin each group were 100%, 80%, 63,6%, 50% and 20% respectively. M4 was el ected control for experimental groups. The
groups E1 and E2 were submitted to 6 hours of ischemia and were treated with allopurinol and hyperbaric oxigen therapy. The
survival limb rateswere 70% and 30% respectively. Results: M1, M2, M3, M4 and M5 were statistically different except for M3
and M4. E1 had a better limb survival than M4. E2 had a worse limb survival than M4. Conclusions: Our results suggest that
theadministration of allopurinol may be helpful to improvelimb salvage after ischemia and hyperbaric oxigen therapy may not

be helpful and even can be harmful to ischemic limbs.

Key-words: Rats, Wistar; Replantation; Ischemia; Reperfusion; Allopurinol; Oxigen.
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